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ي اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز دو ﺑﻌﺪي ﺑﺎ ﺣﺬف  ، ﻣﺘﻌﻠﻖ ﺑﻪ ﺳﺮﻃﺎن ﭘﺴﺘﺎن، در ﻧﻤﺎﻳﻪT875sHﻫﺎي  اﻓﺰاﻳﺶ ﭘﻮﺷﺶ ﭘﺮوﺗﺌﻮم ﺳﻠﻮل
  ﮔﺮﻫﺎي ﻏﻴﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﻛﺎرآﻣﺪ ﻣﺪاﺧﻠﻪ
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  ﭼﻜﻴﺪه
ﺗﺮﻳﻦ ﻣﻮاﻧﻊ ﺑﺎزدارﻧﺪه ﺑﺮاي اﺳﺘﻔﺎده از ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﭘﺮوﺗﺌﻮﻣﻴﻚ ﻣﺒﺘﻨﻲ ﺑﺮ ژل در  ي ﮔﺴﺘﺮده، ﭘﻮﺷﺶ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﭘﺎﻳﻴﻦ و اﻟﮕﻮﻫﺎي اﺳﻤﻴﺮي، از ﻣﻬﻢ ﺑﺎ وﺟﻮد اﺳﺘﻔﺎده ﻣﻘﺪﻣﻪ:
ﺑﻪ ﺳﺮﻃﺎن ﭘﺴﺘﺎن اﻓﺰاﻳﺶ ﻳﺎﺑﺪ و ﺗﺄﺛﻴﺮ  ، ﻣﺘﻌﻠﻖT875sHي ﺳﻠﻮﻟﻲ  ي دو ﺑﻌﺪي ﭘﺮوﺗﺌﻮم رده ﺑﺎﺷﺪ. ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ، در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﻼش ﺷﺪ ﺗﺎ ﭘﻮﺷﺶ ﻧﻤﺎﻳﻪ ﻫﺎي ﺑﺎﻟﻴﻨﻲ ﻣﻲ ﺑﺮرﺳﻲ
  .ي دو ﺑﻌﺪي ارزﻳﺎﺑﻲ ﮔﺮدد ﻫﺎ در ﻧﻤﺎﻳﻪ ﮔﺮﻫﺎي ﻏﻴﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ در اﻓﺰاﻳﺶ ﺗﻌﺪاد ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎي ﻣﺮﺳﻮم ﺣﺬف ﻣﺪاﺧﻠﻪ ﻛﺎرآﻣﺪي روش
ﻫﺎي ﻣﺘﻌﺪد، ﺑﺎ ﻫﻢ  ﻠﻮﻟﻲ ﺣﺎﺻﻞ از اﺳﺘﺨﺮاجﻫﺎي ﺳ ي ﺧﺎم ﺳﻠﻮﻟﻲ، در ﺑﺎﻓﺮ ﻟﻴﺰ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺗﻴﻤﺎر ﺷﺪﻧﺪ. ﻋﺼﺎره ، ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر اﺳﺘﺨﺮاج ﻋﺼﺎرهT875sHي  ﻫﺎي رده ﺳﻠﻮل ﻫﺎ: روش
اﺳﺘﻮن  -(ACTﻳﺎ  dica citecaorolhcirTﻛﻠﺮواﺳﺘﻴﻚ اﺳﻴﺪ ) ﻣﺘﺎﻧﻮل و ﺗﺮي -ﻫﺎي اﺳﺘﻮن، اﺳﺘﻮن ﻫﺎي ﻳﻜﺴﺎن ﺗﻘﺴﻴﻢ ﺷﺪﻧﺪ و در ﺳﻪ ﺗﻜﺮار، ﺑﺎ روش ﻫﻤﮕﻦ و در ﺣﺠﻢ
  ( GPI) tneidarg Hp dezilibommI ﻧﻮارﻫﺎي روي ﺑﺮ و ﺷﺪ ﺣﻞ ﺪارداﺳﺘﺎﻧ رﺳﺎﻧﻲ ﺑﺎزآب ﺑﺎﻓﺮ ﻳﻚ در روش، ﺧﺎﻟﺺ ﮔﺸﺘﻨﺪ. ﺳﭙﺲ، ﭘﺮوﺗﺌﻮم ﺧﺎﻟﺺ ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه از ﻫﺮ
ﻧﻴﺰ ﻣﻮرد ﺗﻔﻜﻴﻚ  llerraF'Oﺑﺎر دﻳﮕﺮ در ﺳﻴﺴﺘﻢ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺘﺮي ﺑﺎرﮔﺬاري ﮔﺸﺖ. ﭘﺲ از ﺗﻔﻜﻴﻚ اﻳﺰواﻟﻜﺘﺮﻳﻚ در ﺑﻌﺪ اول، ﻣﺤﺘﻮاي ﭘﺮوﺗﺌﻮم، ﻳﻚ  ﺳﺎﻧﺘﻲ 71
ﻛﻴﻔﻲ  - ﺻﻮرت ﻛﻤﻲﺑﻪ  retsaMegamIاﻓﺰار  ي دو ﺑﻌﺪي، ﺗﺼﺎوﻳﺮ ﺣﺎﺻﻞ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻧﺮم اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرﺗﻴﻚ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ. در ﻧﻬﺎﻳﺖ، ﭘﺲ از ﻇﻬﻮر ﻧﻘﺎط ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ در ﻧﻤﺎﻳﻪ
 .ﺗﺤﻠﻴﻞ ﺷﺪﻧﺪ
ﻧﺎﻧﻮﮔﺮم ﺑﻪ  0/021 ± 0/500 و 0/070 ± 0/200، 0/001 ± 0/100 ﺗﺮﺗﻴﺐ  ﺑﻪاﺳﺘﻮن  -ACTﻣﺘﺎﻧﻮل و  - ﻫﺎي اﺳﺘﻮن، اﺳﺘﻮن ﺑﺎزﻳﺎﺑﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻮم، ﺑﺮاي روش  ﺑﺎزده ﻫﺎ: ﻳﺎﻓﺘﻪ
ﺷﺪه ﺑﺎ اﺳﺘﻮن ﻧﺸﺎن داد ﻛﻪ اﻳﻦ ﺗﻌﺪاد ﺑﺮاي ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺑﺎ   ي دو ﺑﻌﺪي ﺗﺨﻠﻴﺺ ي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ را در ﻧﻤﺎﻳﻪ ﻧﻘﻄﻪ 9921 ± 9ازاي ﻫﺮ ﺳﻠﻮل ﻣﺤﺎﺳﺒﻪ ﺷﺪ. آﻧﺎﻟﻴﺰ ﺗﺼﻮﻳﺮ ﻧﻴﺰ ﺣﻀﻮر 
 ﮔﻴﺮي ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪ. ﻧﺘﺎﻳﺞ از ﺳﻪ اﻧﺪازه .ﺑﻮد 3791 ± 71و  8961 ± 41اﺳﺘﻮن ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ  -ACTﻣﺘﺎﻧﻮل و  - اﺳﺘﻮن
دﻫﺪ. ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ،  ﺑﺎزﻳﺎﺑﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ را دارد؛ ﺑﻠﻜﻪ، ﭘﻮﺷﺶ ﭘﺮوﺗﺌﻮﻣﻲ ﺑﻬﺘﺮي را ﻧﻴﺰ اراﻳﻪ ﻣﻲاﺳﺘﻮن، ﻧﻪ ﺗﻨﻬﺎ ﺑﺎﻻﺗﺮﻳﻦ ﺑﺎزده  -ACTﻫﺎ ﺑﺎ روش  ﺳﺎزي ﻧﻤﻮﻧﻪ آﻣﺎده ﮔﻴﺮي: ﻧﺘﻴﺠﻪ
ﺗﺮ، ﺑﺮاي ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت  ي ﻧﻘﺎط ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﻗﻮي ﻣﺘﺎﻧﻮل، ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ اراﻳﻪ -ﮔﺮدد. ﺑﺎ اﻳﻦ وﺟﻮد، ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺑﺎ اﺳﺘﻮن اي ﺗﻮﺻﻴﻪ ﻣﻲ ﻣﻘﺎﻳﺴﻪاﻳﻦ روش ﺑﺮاي ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﭘﺮوﺗﺌﻮﻣﻴﻚ 
  .ﮔﺮدد ﺳﺮوﻟﻮژﻳﻜﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻮم ﭘﻴﺸﻨﻬﺎد ﻣﻲ
  ، ﺳﺮﻃﺎن ﭘﺴﺘﺎنﻟﻲﺳﻠﻮي  رده، اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز دو ﺑﻌﺪي، ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ، ﺗﺨﻠﻴﺺ واژﮔﺎن ﻛﻠﻴﺪي:
  
، ﻣﺘﻌﻠﻖ ﺑﻪ ﺳﺮﻃﺎن T875sHﻫﺎي  اﻓﺰاﻳﺶ ﭘﻮﺷﺶ ﭘﺮوﺗﺌﻮم ﺳﻠﻮل .ﻣﺮاد، ﻓﻠﻚ رﺿﺎ اﻟﻠﻬﻲ ﻣﺤﻤﺪ ﻣﺤﻤﺪي ﻧﺪا، ﻓﺮج اﻓﺸﺎري ﻧﺪا، ﮔﺮد ﺳﺮايﻋﺒﺎﺳﻲ ﺣﻤﻴﺪرﺿﺎ،  ارﺟﺎع:
  612- 022(: 174) 63؛ 7931ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﻜﺪه ﭘﺰﺷﻜﻲ اﺻﻔﻬﺎن . ﮔﺮﻫﺎي ﻏﻴﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ي اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز دو ﺑﻌﺪي ﺑﺎ ﺣﺬف ﻛﺎرآﻣﺪ ﻣﺪاﺧﻠﻪ ﭘﺴﺘﺎن، در ﻧﻤﺎﻳﻪ
  
  ﻣﻘﺪﻣﻪ
اي ﻣﺒﺘﻨـﻲ ﺑـﺮ ژل اﺑـﺰاري ﻛﺎرآﻣـﺪ ﺟﻬـﺖ ﺑﺮرﺳـﻲ  ﭘﺮوﺗﺌﻮﻣﻴﻚ ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ
ﺗﻮاﻧﺪ اﻳﺠﺎد، ﺣﺬف، اﻓـﺰاﻳﺶ ﻳـﺎ ﻛـﺎﻫﺶ  ﻣﺤﺘﻮاي ﭘﺮوﺗﺌﻮم اﺳﺖ ﻛﻪ ﻣﻲ
ﻫﺎي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ را ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ و ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﻗﺮار دﻫﺪ. از اﻳﻦ  ﺑﻴﺎن ﻣﺠﻤﻮﻋﻪ
ﻣﺸﺎﻫﺪه در اﻟﮕﻮي اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز دو ﻫﺎي ﻗﺎﺑﻞ  رو، اﻓﺰاﻳﺶ ﺗﻌﺪاد ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
در ارﺗﻘﺎي  ﺑﺎﺷﺪ، ﻣﻲ اي ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻮﻣﻴﻚ اﺻﻠﻲ اﺑﺰارﻫﺎي از ﻛﻪ ﺑﻌﺪي،
وﻳـﮋه در ﻫﺎ، ﺑـﻪ  ﻛﻴﻔﻴﺖ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت داروﻳﻲ، ﺑﺮرﺳﻲ ﺗﻐﻴﻴﺮات ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
ﻫﺎي ﺳﺮﻃﺎﻧﻲ ﻛـﻪ ﺣـﺎوي اﻃﻼﻋـﺎت زﻳﺴـﺘﻲ ﻓﺮاواﻧـﻲ  ﻫﺎ و ﺳﻠﻮل ﺑﺎﻓﺖ
 روﺷـﻲ  دو ﺑﻌﺪي، . اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز(1-2)ﻳﺎﺑﺪ  اﻫﻤﻴﺖ ﺑﻴﺸﺘﺮي ﻣﻲ  ﻫﺴﺘﻨﺪ،
 ﺳـﭙﺲ  و ﺑﺎر اﻟﻜﺘﺮﻳﻜﻲ ﺑﺮ اﺳﺎس دو ﺑﻌﺪ، در ﻫﺎ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ آن در ﻛﻪ اﺳﺖ
 ﻣﻘﺎﻟﻪ ﭘﮋوﻫﺸﻲ
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و ﻫﻤﻜﺎران ﺣﻤﻴﺪرﺿﺎ ﻋﺒﺎﺳﻲﭘﺴﺘﺎن ﺳﺮﻃﺎن T875sH ﺳﻠﻮﻟﻲ يرده ﭘﺮوﺗﺌﻮم ﺑﻌﺪي دو ي ﻧﻤﺎﻳﻪ اﻓﺰاﻳﺶ ﭘﻮﺷﺶ
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  . (3)ﺷﻮﻧﺪ  ﻣﻲ ﺗﻔﻜﻴﻚ آﻣﻴﺪ آﻛﺮﻳﻞ ﭘﻠﻲ ﻫﺎي ژل درون ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ، وزن
ﺳﺎزي  ي آﻣﺎده ﻣﻮﻓﻘﻴﺖ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز دو ﺑﻌﺪي ﺗﺎ ﺣﺪ زﻳﺎدي ﺑﻪ ﻧﺤﻮه
ي ﺻـﺤﻴﺢ اﺳـﺘﺨﺮاج و ﺗﺨﻠـﻴﺺ ﻧﻤﻮﻧﻪ واﺑﺴﺘﻪ اﺳﺖ. در واﻗـﻊ، ﺷـﻴﻮه 
ﮔﺮ و اﻧﺘﺨـﺎب ﺻـﺤﻴﺢ ﺗﺮﻛﻴـﺐ ﺑﺎﻓﺮﻫـﺎي  ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ، ﺣﺬف ﻣﻮاد ﻣﺪاﺧﻠﻪ
ﻣـﻮرد اﺳـﺘﻔﺎده، ﻳﻜـﻲ از ﻣـﺆﺛﺮﺗﺮﻳﻦ ﻋﻮاﻣـﻞ در اﻓـﺰاﻳﺶ ﺗﻌـﺪاد ﻧﻘـﺎط 
ي اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز دو ﺑﻌﺪي اﺳﺖ.  ﻫﺎ در ﻧﻤﺎﻳﻪ آن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ و ﻛﻴﻔﻴﺖ اﻟﮕﻮي
ﻫﺎﻳﻲ ﻛﻪ ﺑﺎ روش اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز دو ﺑﻌﺪي ﻣﻮرد آﻧﺎﻟﻴﺰ و ﺟﺪاﺳـﺎزي  ﻧﻤﻮﻧﻪ
ﻫﺎﻳﻲ ﺧﺎﻟﺺ و ﻋـﺎري از ﻫـﺮ ﮔﻮﻧـﻪ  ﺑﺎﻳﺴﺖ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﮔﻴﺮﻧﺪ، ﻣﻲ ﻗﺮار ﻣﻲ
  .(4-5)ﮔﺮ ﺑﺎﺷﻨﺪ  ﻣﻮاد ﻣﺪاﺧﻠﻪ
ﺗـﻮان ﺑـﻪ  ﮔﺮﻫﺎي ﻣﻬﻢ در ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﭘﺮوﺗﺌﻮﻣﻴﻚ ﻣﻲ از ﺟﻤﻠﻪ ﻣﺪاﺧﻠﻪ
ﺳﺎﻛﺎرﻳﺪﻫﺎ اﺷﺎره ﻧﻤﻮد. اﻳـﻦ  ﻫﺎ و ﭘﻠﻲ اﺳﻴﺪﻫﺎي ﻧﻮﻛﻠﺌﻴﻚ، ﻟﻴﭙﻴﺪﻫﺎ، ﻧﻤﻚ
روي و اﺧـﺘﻼل در ﻣﺴـﻴﺮ ﺣﺮﻛـﺖ ﺗﺮﻛﻴﺒـﺎت، ﺑﺎﻋـﺚ اﻓ ـﺰاﻳﺶ ﮔـﺮان 
ﻫـﺎي آﻣﻔـﻮﻟﻴﺘﻲ و ﻛـﻨﺶ ﺑـﺎ ﺣﺎﻣـﻞ ﻫﺎ،ﮔﺮﻓﺘﮕﻲ ﻣﻨﺎﻓﺬ ژل، ﻣﻴـﺎن  ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
ﻫﺎ و ﻧﻴـﺰ ﺳـﺒﺐ اﺧـﺘﻼل در ﻣﻬـﺎﺟﺮت اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرﺗﻴـﻚ، ﺑـﺮوز  ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
ﻫـﺎي اﻓﻘ ــﻲ و ﻋﻤـﻮدي در اﻟﮕــﻮي ﻧﻬـﺎﻳﻲ و ﻣﻤﺎﻧﻌــﺖ از ورود  رﮔـﻪ
  . (6-7)ﺷﻮﻧﺪ  ﻛﻨﻨﺪه ﻣﻲ  ﻫﺎي ﺗﻔﻜﻴﻚ ﻫﺎ ﺑﻪ ﺑﺴﺘﺮ ژل ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
ﮔﺮﻫﺎ، اﺳـﺘﻔﺎده از  ﻫﺎ ﺑﺮاي ﺣﺬف ﻣﺪاﺧﻠﻪ ﻳﻜﻲ از ﻛﺎرآﻣﺪﺗﺮﻳﻦ روش
ﮔﻴﺮي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ اﺳﺖ. ﺗﺎﻛﻨﻮن ﭼﻨﺪﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ  ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ رﺳﻮب ﺷﻴﻮه
ﮔﻴـﺮي ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑـﺮ روي ﻫﺎي رﺳـﻮب  در راﺳﺘﺎي ﺑﺮرﺳﻲ اﺛﺮات روش
ﻫـﺎي زﻳﺴـﺘﻲ ﻣﺨﺘﻠـﻒ اﻟﮕﻮي اﻟﻜﺘﺮوﻓـﻮرز دو ﺑﻌـﺪي ﺑـﺮ روي ﻧﻤﻮﻧـﻪ 
ي اﻳـﻦ واﻗﻌﻴـﺖ  دﻫﻨﺪهﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳﺖ. ﻧﺘﺎﻳﺞ اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت، ﻧﺸﺎن 
ﻫﺎ ﺑﺴﺘﻪ ﺑـﻪ  ﮔﻴﺮي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ رﺳﻮب راﻳﻲ روشﻫﺴﺘﻨﺪ ﻛﻪ ﻛﺎ
ﻃـﻮر ﺑﺎﻳﺴـﺖ ﺑـﻪ ﻧﻮع ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻣﺘﻔﺎوت اﺳﺖ و در ﻣﻮرد ﻫﺮ ﻧﻤﻮﻧـﻪ، ﻣـﻲ 
ﻫـﺎي اﻧﺠـﺎم  . ﺑﺮ اﺳﺎس ﺑﺮرﺳﻲ(8-11)ﻣﺴﺘﻘﻞ ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﻴﺮد 
ﻫﺎي ﺳﺮﻃﺎﻧﻲ ﺑﺎﻓﺖ ﭘﺴﺘﺎن ﻛـﻪ  ي در ارﺗﺒﺎط ﺑﺎ ﺳﻠﻮل ا ﺷﺪه، ﭼﻨﻴﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ
ﻣﻄﺎﻟﻌـﺎت ﭘﺮوﺗﺌـﻮﻣﻴﻜﻲ آن از اﻫﻤﻴـﺖ ﺑـﺎﻻﻳﻲ در ﺗﺸـﺨﻴﺺ و درﻣـﺎن 
ي ﺣﺎﺿﺮ  ﺑﻴﻤﺎري ﺑﺮﺧﻮردار اﺳﺖ، ﮔﺰارش ﻧﺸﺪه ﺑﻮد. از اﻳﻦ رو، ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ
ﺎن، ﺑـﺎ ﻫـﺪف ﭘﺴـﺘ  ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر اﻓﺰاﻳﺶ ﻛﺎراﻳﻲ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﭘﺮوﺗﺌﻮم ﺳـﺮﻃﺎن 
ﮔﻴﺮي ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑـﺮ روي ﭘﺮوﺗﺌـﻮم  ﺑﺮرﺳﻲ اﺛﺮ ﺳﻪ روش ﻣﺮﺳﻮم رﺳﻮب
  .ي دو ﺑﻌﺪي اﻧﺠﺎم ﺷﺪ در ﻧﻤﺎﻳﻪ T875sHﻫﺎي  ﺗﺎم ﺳﻠﻮل
  
  ﻫﺎ روش
ﺳﺎزي ﻧﻤﻮﻧﻪ  ﺗﻤﺎﻣﻲ ﻣﻮاد ﺷﻴﻤﻴﺎﻳﻲ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه ﺑﺮاي ﻛﺸﺖ ﺳﻠﻮل، آﻣﺎده
و اﻧﺠﺎم اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز دو ﺑﻌـﺪي، ﺑـﻪ ﺟـﺰ در ﻣـﻮارد ﻣﺸـﺨﺺ ﺷـﺪه، از 
 ﻟﻤﺎن( ﺧﺮﻳﺪاري ﺷـﺪ. ﺗﻤـﺎﻣﻲ ﻣﺮاﺣـﻞ ﻛـﺎر ﻧﻴـﺰ در )آ kcreMﺷﺮﻛﺖ 
 ﭘﻴﺮاﭘﺰﺷـﻜﻲ  يواﻗـﻊ در داﻧﺸـﻜﺪه  ﭘﺰﺷـﻜﻲ،  ﺑﻴﻮﺗﻜﻨﻮﻟـﻮژي  آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎه
 اﻳﺮان ﺑﻪ اﻧﺠﺎم رﺳﻴﺪ. ﭘﺰﺷﻜﻲ ﻋﻠﻮم داﻧﺸﮕﺎه
از  T875sHي ﺳـﻠﻮﻟﻲ  رده ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ:  اﺳﺘﺨﺮاج و ﺳﻠﻮل ﻛﺸﺖ
ﻣﺮﻛﺰ ﻣﻠﻲ ذﺧﺎﻳﺮ ژﻧﺘﻴﻜﻲ و زﻳﺴﺘﻲ اﻳﺮان ﺧﺮﻳﺪاري ﺷﺪ. ﺟﻬـﺖ ﺗﻜﺜﻴـﺮ 
ﻫﺎ ﻣﻄﺎﺑﻖ ﺑﺎ دﺳﺘﻮراﻟﻌﻤﻞ ﻣﺮﻛﺰ و اﺳﺘﺎﻧﺪاردﻫﺎي ﭘﺬﻳﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪه،  اﻳﻦ ﺳﻠﻮل
 muidem elgae deifidom s'occebluDدر ﻣﺤـ ــﻴﻂ ﻛﺸـ ــﺖ 
درﺻﺪ ﺳﺮم ﺟﻨـﻴﻦ ﮔـﺎوي  01، ﻓﺮاﻧﺴﻪ( ﺣﺎوي tsewoiB) (MEMD)
درﺻـﺪ  1، آﻟﻤـﺎن( و tsewoiB( )SBFﻳـﺎ  mures enivob lateF)
، اﺗـﺮﻳﺶ( درون lecotA) اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻣﺎﻳﺴﻴﻦ -ﺳﻴﻠﻴﻦ ﻫﺎي ﭘﻨﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ آﻧﺘﻲ
درﺻـﺪ  5اﻛﺴﻴﺪ ﻛﺮﺑﻦ  ﮔﺮاد و دي ي ﺳﺎﻧﺘﻲ درﺟﻪ 73اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﺑﺎ دﻣﺎي 
  . ﺟﻬـﺖ اﺳـﺘﺨﺮاج ﭘﺮوﺗﺌ ـﻮم ﺗ ـﺎم، ﺑ ـﻪ ازاي (21)ﻛﺸـﺖ داده ﺷـﺪﻧﺪ 
ﻣـﻮﻻر ﻣﻴﻠـﻲ  04ﻴﺰ ﻛﻨﻨـﺪه )ﺣـﺎوي ﻟﻴﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮ ﻟ ﻣﻴﻠﻲ 1ﻣﻴﻠﻴﻮن ﺳﻠﻮل،  03
   SPAHCدرﺻـ ــﺪ  4ﻣـ ــﻮﻻر ﺗﻴـ ــﻮره،  2ﻣـ ــﻮﻻر اوره،  7ﺗـ ــﺮﻳﺲ، 
 ،(etanoflusenaporp-1-]oinommalyhtemid)lyporpodimalohC-3([-3)
، daR-oiBدرﺻ ــﺪ آﻣﻔﻮﻟﻴ ــﺖ )  2ﺗﻴﻮﺗﺮﻳﺘ ــﻮل و  ﻣ ــﻮﻻر دي ﻣﻴﻠ ــﻲ 04
ﺑـﻪ  00051 g×ﺑـﺎ دور   ﻛﺎﻟﻴﻔﺮﻧﻴﺎ( اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ. ﺳﭙﺲ، ﻋﺼﺎره ﻫﺮﻛﻮﻟﺲ،
دﻗﻴﻘﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ ﺷﺪ، ﻣﺎﻳﻊ روﻳـﻲ ﺣـﺎوي ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ و ﺳـﺎﻳﺮ  51ﻣﺪت 
ﺗﺮﻛﻴﺒﺎت زﻳﺴﺘﻲ، در ﺳﻪ ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب ﺗﻘﺴﻴﻢ و ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻳﻜﻲ از ﺳﻪ 
اﺳـﺘﻮن ﻣﻄـﺎﺑﻖ،  -ACTﻣﺘﺎﻧﻮل و  -ﮔﻴﺮي اﺳﺘﻮن، اﺳﺘﻮن روش رﺳﻮب
 .(31)ﺳﺎزي ﺷﺪﻧﺪ  اﻟﻌﻤﻞ زﻳﺮ ﺧﺎﻟﺺ ﺑﺎ دﺳﺘﻮر
ﺑﻪ ﻫﺮ ﺣﺠﻢ  اﺳﺘﻮن: ﮔﻴﺮي رﺳﻮب از اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﺨﻠﻴﺺ
ي  درﺟـﻪ -02از ﻧﻤﻮﻧـﻪ، ﭼﻬـﺎر ﺣﺠـﻢ اﺳـﺘﻮن ﺳـﺮد ﺷـﺪه در دﻣـﺎي 
ﮔﺮاد اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ. ﻣﺨﻠﻮط ﻧﻤﻮﻧﻪ و رﺳﻮب دﻫﻨﺪه ﺑﺮاي ﻣﺪت ﻳـﻚ  ﺳﺎﻧﺘﻲ
  ﮔـﺮاد ﺗﻴﻤـﺎر ﺷـﺪ. ﺳـﭙﺲ، ﺑـﻪ ﻣـﺪت ي ﺳـﺎﻧﺘﻲ درﺟـﻪ  -02ﺳﺎﻋﺖ در 
 00031 g×ﮔ ــﺮاد و ﺷ ــﺘﺎب  ي ﺳ ــﺎﻧﺘﻲ درﺟ ــﻪ 4دﻗﻴﻘ ــﻪ در دﻣ ــﺎي  51
 ﻪ و رﺳﻮب ﺣﺎﺻـﻞ ﺑـﺎ ﻳـﻚ ﺣﺠـﻢ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ ﺷﺪ و ﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ ﺗﺨﻠﻴ
اﺳﺘﻮن ﺳﺮد ﺷﺴﺘﺸﻮ داده ﺷﺪ. ﺟﺪاﺳﺎزي ﻣﺤﺘﻮاي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ از ﻣﺨﻠـﻮط 
ﮔـﺮاد و ي ﺳـﺎﻧﺘﻲ درﺟـﻪ  4دﻗﻴﻘﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ در دﻣﺎي  51ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از 
  .(11) اﻧﺠﺎم و ﺑﺎ ﺣﺬف ﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ ﺗﻜﻤﻴﻞ ﺷﺪ 00031 g×ﺷﺘﺎب 
ﺑﻪ ﻫﺮ ﺣﺠﻢ از  ﻣﺘﺎﻧﻮل: -اﺳﺘﻮن ﮔﻴﺮي رﺳﻮب ﺑﺎ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﺨﻠﻴﺺ
ﻣﺘﺎﻧﻮل )ﻛﻪ از ﻗﺒﻞ ﺑﺎ ﻧﺴﺒﺖ ﺣﺠﻤﻲ  -ﺣﺠﻢ از ﻣﺨﻠﻮط اﺳﺘﻮن 8ﻧﻤﻮﻧﻪ، 
ﮔـﺮاد ﺧﻨـﻚ ﺷـﺪه ﺑـﻮد(، ي ﺳـﺎﻧﺘﻲ  درﺟﻪ -02ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه و در  1ﺑﻪ  8
اﻓﺰوده ﺷﺪ. ﻣﺨﻠﻮط ﻧﻤﻮﻧﻪ و رﺳﻮب دﻫﻨﺪه ﺑﺮاي ﻣـﺪت ﻳـﻚ ﺷـﺐ در 
ﮔﺮاد ﺗﻴﻤﺎر ﺷﺪ. ﺳﭙﺲ، ﻣﺤﺘﻮاي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﺑﺎ اﺳـﺘﻔﺎه  ي ﺳﺎﻧﺘﻲ درﺟﻪ -02
  ﮔـﺮاد و دور ي ﺳـﺎﻧﺘﻲ درﺟـﻪ  4ﻫـﺎ در ﻘﻪ ﺳـﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ ﻧﻤﻮﻧـﻪ دﻗﻴ 03از 
  .(11)از ﻣﺨﻠﻮط ﺟﺪا ﺷﺪه، ﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ دور رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪ  00031 g×
ﻣﺨﻠﻮط رﺳﻮب اﺳﺘﻮن:  -ACT ﮔﻴﺮي رﺳﻮب ﺑﺎ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﺨﻠﻴﺺ
درﺻﺪ ﺣﻞ ﺷﺪه در اﺳﺘﻮن ﺑﻮد.  02 ACTدﻫﻨﺪه در اﻳﻦ روش، ﻣﺤﻠﻮل 
 ﺷـﺪه  ﺧﻨـﻚ  ﮔـﺮاد ﺳـﺎﻧﺘﻲ  ي درﺟﻪ -02 دﻣﺎي اﻳﻦ ﻣﺤﻠﻮل از ﻗﺒﻞ و در
 (V/W ﻳﺎ emulov/thgieW) ﻏﻠﻈﺖ ﺗﺎ دﻫﻨﺪه رﺳﻮب ﻣﺨﻠﻮط ﺑﻪ. ﺑﻮد
ﻫﺮ ﺣﺠﻢ از ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﺎ  .اﻓﺰوده ﺷﺪ (TTD) lotierhtoihtiDﺪ درﺻ 0/2
ﺣﺠﻢ از اﻳﻦ ﻣﺤﻠﻮل ﺑﻪ ﺧﻮﺑﻲ ﻣﺨﻠﻮط ﺷـﺪ و ﻳـﻚ ﺷـﺐ در دﻣـﺎي  9
ﮔﺮاد ﺗﻴﻤـﺎر ﮔﺮدﻳـﺪ. ﭘـﺲ از ﮔﺬﺷـﺖ اﻳـﻦ زﻣـﺎن،  ي ﺳﺎﻧﺘﻲ درﺟﻪ -02
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و ﻫﻤﻜﺎران ﺣﻤﻴﺪرﺿﺎ ﻋﺒﺎﺳﻲﭘﺴﺘﺎن ﺳﺮﻃﺎن T875sH ﺳﻠﻮﻟﻲ يرده ﭘﺮوﺗﺌﻮم ﺑﻌﺪي دو ي ﻧﻤﺎﻳﻪ ﭘﻮﺷﺶاﻓﺰاﻳﺶ 
 812  7931اردﻳﺒﻬﺸﺖ ﺳﻮم ي / ﻫﻔﺘﻪ174ي/ ﺷﻤﺎره 63ﺳﺎل  –ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﻜﺪه ﭘﺰﺷﻜﻲ اﺻﻔﻬﺎن
  ﻫـﺎ در دﻣـﺎي دﻗﻴﻘﻪ ﺳـﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ ﻧﻤﻮﻧـﻪ  02ﻫﺎي ﺧﺎﻟﺺ ﺷﺪه ﺑﺎ  ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
 از ﻣﺨﻠـﻮط ﺟـﺪا و ﻣـﺎﻳﻊ  00031 g×ﮔـﺮاد و دور ي ﺳـﺎﻧﺘﻲ  درﺟﻪ 02
، ﺳﻪ ACTروﻳﻲ دور رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪ. رﺳﻮب ﺣﺎﺻﻞ، ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺣﺬف ﻛﺎﻣﻞ 
 درﺻـﺪ  01درﺻﺪ ﺣﺠﻤـﻲ اﺳـﺘﻮن،  09ﺑﺎر ﺑﺎ ﻣﺤﻠﻮل ﺷﺴﺘﺸﻮ ﻛﻪ ﺣﺎوي 
  .(11)ﺑﻮد، ﺷﺴﺘﻪ ﺷﺪ  TTDدرﺻﺪ وزﻧﻲ  0/20ﺣﺠﻤﻲ آب و 
ﮔﻴﺮي ﺑﺎ ﻫﺮ ﻳـﻚ از  ﭘﺲ از رﺳﻮب :ﻴﻨﻲﭘﺮوﺗﺌ ﻫﺎي رﺳﻮب اﻧﺤﻼل
ﺷـﺪه در ﻣﻘـﺎدﻳﺮ  ﻫﺎي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨـﻲ ﺧـﺎﻟﺺ  ﮔﻔﺘﻪ، رﺳﻮب ﻫﺎي ﭘﻴﺶ روش
  ( V/Wﻣـﻮﻻر ﺗﻴـﻮره، )  2ﻣﻮﻻر اوره،  7ﻣﻨﺎﺳﺒﻲ از ﺑﺎﻓﺮ اﻧﺤﻼل )ﺣﺎوي 
درﺻﺪ آﻣﻔﻮﻟﻴﺖ(  2( V/Vو ) TTDﻣﺘﺮ  ﻣﻴﻠﻲ 001، SPHACدرﺻﺪ  4
ﺗﻌﻴـﻴﻦ  drofdarBي اول ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از روش ﺣﻞ و در ﭘﺎﻳﺎن ﻣﺮﺣﻠـﻪ 
  ﻏﻠﻈﺖ ﺷﺪﻧﺪ.
ﭘﺮوﺗﺌـﻮم ﺗﺨﻠـﻴﺺ ﺷـﺪه از ﺳـﻪ روش  دو ﺑﻌـﺪي: اﻟﻜﺘﺮوﻓـﻮرز
ﺑـﻪ  ﮔﻔﺘﻪ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺳﻴﺴﺘﻢ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز دو ﺑﻌﺪي ﺗﻔﻜﻴﻚ ﮔﺸﺖ. ﭘﻴﺶ
ي ﻫـﺎ ﻣﻴﻜﺮوﮔـﺮم از ﻧﻤﻮﻧـﻪ  081اﻳﻦ ﻣﻨﻈـﻮر، در ﺑﻌـﺪ اول ﺟﺪاﺳـﺎزي 
  دﻫـﻲ )ﺣـﺎوي ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﺑﺎ ﺑـﺎﻓﺮ ﺑـﺎزآب  003ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﺗﺎ ﺣﺠﻢ ﻧﻬﺎﻳﻲ 
درﺻـﺪ  0/2000، SPAHCدرﺻـﺪ  4ﻣـﻮﻻر ﺗﻴـﻮره،  2ﻣﻮﻻر اوره،  7
  و  3-01درﺻــــﺪ ﺣﺎﻣــــﻞ آﻣﻔــــﻮﻟﻴﺘﻲ  2ﺑﻠــــﻮ،  ﺑﺮوﻣﻮﻓﻨــــﻮل
  ﺳــ ــﻮﻟﻔﻴﺪ  ﻠﻦ دياﺗــ ــﻴﻟﻴﺘــ ــﺮ ﻫﻴﺪروﻛﺴــ ــﻲ  ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ/ﻣﻴﻠــ ــﻲ 21
ﻧﻴﻮﺟﺮﺳﻲ آﻣﺮﻳﻜﺎ( ﻣﺨﻠﻮط ﺷﺪﻧﺪ و ﺑﺮ  ، ﭘﻴﺴﻜﺘﺎواي،erachtlaeH EG)
ﻣﺘـﺮي  ﺳﺎﻧﺘﻲ 71( GPI) tneidarg Hp dezilibommI روي ﻧﻮارﻫﺎي
 ﻫﺮﻛﻮﻟﺲ،، daR-oiB) 3-01ي  ﻟﮕﺎرﻳﺘﻤﻲ در ﻣﺤﺪوده Hpي  ﺑﺎ ﮔﺴﺘﺮه
ﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ ﺳﺎﻋﺖ در دﻣﺎي اﺗﺎق اﻧﻜﻮﺑﻪ ﺑﺎرﮔﺬاري ﺷﺪﻧﺪ و ( ﻛﺎﻟﻴﻔﺮﻧﻴﺎ
ﻫﺎي ﺑﺎرﮔﺬاري ﺷﺪه در ﻧﻮارﻫﺎ ﺳﭙﺲ ﺑﺎ اﻋﻤﺎل وﻟﺘﺎژ در  ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ .ﮔﺸﺘﻨﺪ
ﻜﻲ ﻳﺗﺤﺖ ﺗﺄﺛﻴﺮ ﻣﺘﻤﺮﻛﺰﺳﺎزي اﻳﺰواﻟﻜﺘﺮ llec FEI (daR-oiBدﺳﺘﮕﺎه )
  ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ. 
ﺑﺎﺷﻨﺪ. ﭘـﺲ در دو  ﻓﺎﻗﺪ ﺑﺎر ﻣﻲ GPIﻫﺎي ﻣﺘﻤﺮﻛﺰ ﺷﺪه در  ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
 ﺳﺎزي، ﺑﺎ اي ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺑﺎﻓﺮﻫﺎي ﻣﺨﺼﻮص ﻣﺘﻌﺎدل دﻗﻴﻘﻪ 02ي  ﻣﺮﺣﻠﻪ
ﺑـﻪ ( SDSﻳـﺎ  etaflus lycedod muidoSﺳﺪﻳﻢ دودﺳﻴﻞ ﺳـﻮﻟﻔﺎت ) 
ﺗﻌﺎدل رﺳﻴﺪﻧﺪ و ﺑﺎر ﻻزم ﺑﺮاي ﻣﻬﺎﺟﺮت در ﺑﻌﺪ دوم را ﻛﺴﺐ ﻛﺮدﻧـﺪ. 
آﻣﻴـﺪ آﻛﺮﻳـﻞ  ﭘﻠﻲ ﻣﺘﺮي ﺳﺎﻧﺘﻲ 71ﻫﺎي  ﺑﻪ ژل GPI ﻧﻮارﻫﺎي در ﺑﻌﺪ دوم،
ﻫﺎ ﺑﺮ اﺳـﺎس وزن ﻣﻮﻟﻜـﻮﻟﻲ  ﺑﺎر ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦدرﺻﺪ ﻣﻨﺘﻘﻞ ﺷﺪﻧﺪ ﺗﺎ اﻳﻦ  21
دﻗﻴﻘﻪ و ﺟﺮﻳـﺎن ﺛﺎﺑـﺖ  03آﻣﭙﺮ ﺑﺮاي ﻣﺪت  ﻣﻴﻠﻲ 61ﺗﺤﺖ ﺟﺮﻳﺎن ﺛﺎﺑﺖ 
ﺳﺎﻋﺖ از ﻳﻜﺪﻳﮕﺮ ﺗﻔﻜﻴﻚ ﺷﻮﻧﺪ. ﺑﻪ ﻣﻨﻈـﻮر  6آﻣﭙﺮ ﺑﺮاي ﻣﺪت  ﻣﻴﻠﻲ 42
ﻧﻴﺘـﺮات  آﻣﻴـﺰي ﻧﻘـﺮه  ﻫﺎ و ﻇﻬﻮر ﻧﻘﺎط ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ از رﻧﮓ آﻣﻴﺰي ژل رﻧﮓ
  .(31) ﺳﻨﺠﻲ ﺟﺮﻣﻲ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ ﺳﺎزﮔﺎر ﺑﺎ ﻃﻴﻒ
آﻣﻴﺰي ﺷﺪه ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از داﻧﺴـﻴﺘﻮﻣﺘﺮ  ﻫﺎي رﻧﮓ ﺗﺼﻮﻳﺮ ﻧﻬﺎﻳﻲ ژل
اﺧﺬ و ﺳـﭙﺲ، ﺑـﺎ  enO ytitnauQاﻓﺰار  و ﻧﺮم 008-SG( daR-oiB)
ﻣـﻮرد ﺗﺤﻠﻴـﻞ  munitalP D2 retsaMegamIاﻓـﺰار اﺳـﺘﻔﺎده از ﻧـﺮم 
  .ﻛﻴﻔﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ -ﻛﻤﻲ
  ﻫﺎ ﺎﻓﺘﻪﻳ
ﺑﺎزﻳﺎﺑﻲ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗـﺎم، ﺑـﺮاي   داد ﻛﻪ ﺑﺎزده  ﻫﺎي اﻧﺠﺎم ﺷﺪه ﻧﺸﺎن ﺑﺮرﺳﻲ
  ﺗﺮﺗﻴ ــﺐ  ﺑ ــﻪاﺳ ــﺘﻮن  -ACTﻣﺘ ــﺎﻧﻮل و  -ﻫ ــﺎي اﺳ ــﺘﻮن، اﺳ ــﺘﻮن  روش
ﻧﺎﻧﻮﮔﺮم ﺑﻪ  0/021 ± 0/500و  0/070 ± 0/200، 0/001 ± 0/100
 - ACTﮔﻴـﺮي ﺑـﺎ ﺑﺎﺷﺪ. ﺑﻪ اﻳﻦ ﺗﺮﺗﻴـﺐ، رﺳـﻮب  ﻣﻲ ازاي ﻫﺮ ﺳﻠﻮل
اﺳـﺘﻮن ﺑـﺎﻻﺗﺮﻳﻦ ﺑـﺎزده ﺑﺎزﻳـﺎﺑﻲ را ﺑـﻴﻦ اﻳـﻦ ﺳـﻪ روش ﺑـﻪ ﺧـﻮد 
ﺗﻮاﻧﺪ ﺑﻪ ﻣﻌﻨﺎي اﻳﻦ ﺑﺎﺷـﺪ ﻛـﻪ در  دﻫﺪ. اﻳﻦ ﻧﺘﻴﺠﻪ، ﻣﻲ اﺧﺘﺼﺎص ﻣﻲ
ﻫـﺎي ﺑـﺎزي در ﻋﻴﻦ ﺣﺎل ﻛﻪ روش ﺗﻮاﻧﺴـﺘﻪ اﺳـﺖ ﺳـﻬﻢ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ 
ﺳـﺒﺐ  ACTرﺳﻮب ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨـﻲ را اﻓـﺰاﻳﺶ دﻫـﺪ )ﻣﺎﻫﻴـﺖ اﺳـﻴﺪي 
ﻫـﺎي ﺑـﺎزي در رﺳـﻮب ﮔـﺮدد(، ﺳـﻬﻤﻲ از ﻬﺸﺖ ﺑﻴﺸﺘﺮ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧ
ﺗﻮاﻧﻨـﺪ ﺑـﻪ دﻟﻴـﻞ ﻛـﻪ ﻣـﻲ  T875sHﻫﺎي  ﻫﺎي اﺳﻴﺪي ﻧﻤﻮﻧﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
ﮔﻴﺮي از ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺣـﺬف  ﺑﻌﺪ از رﺳﻮب ACTﺗﻤﺎﻳﻞ ﺑﻪ ﻣﺤﻴﻂ اﺳﻴﺪي 
ﮔﺮدﻧﺪ ﻧﻴـﺰ ﻛﻮﭼـﻚ ﺑـﻮده و ﻫﻤـﻴﻦ ﻋﺎﻣـﻞ، ﺑﺎﻋـﺚ اﻓـﺰاﻳﺶ ﺗﻌـﺪاد 
  ي ﻣﺮﺑﻮط ﺷﺪه اﺳﺖ. ﻫﺎي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ در ﻧﻤﺎﻳﻪ ﻟﻜﻪ
 ،T875sHﻫـﺎي  ي ﺳﻠﻮل ي دو ﺑﻌﺪي ﭘﺮوﺗﺌﻮم ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺷﺪه ﺎﻳﻪﻧﻤ
ﻗﺎﺑﻞ ﻣﺸﺎﻫﺪه اﺳـﺖ.  1ﻛﻪ ﺑﻪ ﺳﻪ روش ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺗﻴﻤﺎر ﺷﺪﻧﺪ، در ﺷﻜﻞ 
ﮔﻴﺮي  ﺷﻮد، ﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﺎ روش رﺳﻮب ﻃﻮر ﻛﻪ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣﻲ ﻫﻤﺎن
ﺗـﺮ ﺑـﻮده  ﻫﺎي ﻋﻤﻮدي و اﻓﻘﻲ ﻣﻮﻓﻖ ﮔﻲ اﺳﺘﻮن در ﺣﺬف ﻛﺸﻴﺪ -ACT
دﻫﻨـﺪه، ﻧﻘـﺶ ﻣـﺆﺛﺮي در ﺣـﺬف  اﺳﺖ. ﻣﺤﺘﻮاي اﺳﻴﺪي اﻳﻦ رﺳـﻮب  
ﻫـﺎي ﮔـﻲ ﻫﺎي ﻧﻮﻛﻠﺌﻴﻚ ﻛﻪ ﻋﺎﻣﻠﻲ ﺑـﺮاي ﺑـﺮوز ﻛﺸـﻴﺪ  ﻫﺎ و اﺳﻴﺪ ﭼﺮﺑﻲ
ﻫـﺎي دو ﺑﻌـﺪي ﻫﺴـﺘﻨﺪ، دارد و از دو روش ﻋﻤﻮدي و اﻓﻘﻲ در ﻧﻤﺎﻳـﻪ 
  ﻧﻤﺎﻳﺪ. ﺗﺮ ﻣﻲ دﻳﮕﺮ ﻣﻨﺎﺳﺐ
اﻓـﺰار ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﺷﻤﺎرش ﻧﻘﺎط ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨـﻲ ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ﻧـﺮم 
ﭘﻨﻞ راﺳﺖ( ﻧﻴﺰ ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ ﻛﻪ ﺗﻌﺪاد ﻧﻘﺎط  -1 )ﺷﻜﻞ  retsaMegamI
، 9921 ± 9ي اﺳﺘﻮن،  دﻫﻨﺪهﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از رﺳﻮب ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ در ﺑﺴﺘﺮ ژل 
و ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده  8961 ± 41ﻣﺘﺎﻧﻮل،  -ي اﺳﺘﻮن دﻫﻨﺪهﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از رﺳﻮب 
ﺑﺎﺷـﺪ. ﺑﻨـﺎﺑﺮاﻳﻦ، ، ﻣـﻲ 3791 ± 71اﺳﺘﻮن،  -ACTي  دﻫﻨﺪهاز رﺳﻮب 
ﻫـﺎي ﺑـﺎزي، ﻛﺎرآﻣـﺪ  ﺳﺎزي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻮن در ﻏﻨﻲاﺳﺘ -ACTﺗﺨﻠﻴﺺ ﺑﺎ 
ﻫـﺎي  ﺑﺎﺷﺪ؛ ﻫﺮ ﭼﻨﺪ ﻛﻪ ﺗﺎ ﺣﺪي ﺳﺒﺐ ﺣﺬف و/ﻳﺎ ﺗﻀﻌﻴﻒ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻲ
 اﺳﺖ.اﺳﻴﺪي ﺷﺪه 
  
  ﺑﺤﺚ
ﻫـﺎي ﺗﺤﻘﻴﻘـﺎﺗﻲ ﭘـﮋوﻫﺶ  در اﻳﻦ ﭘﮋوﻫﺶ، ﺑﺎ ﻫﺪف اﻓـﺰاﻳﺶ ﺑـﺎزده 
  ﺳ ــﺎزي ﻣ ــﺮﺗﺒﻂ ﺑ ــﺎ ﺳ ــﺮﻃﺎن ﭘﺴ ــﺘﺎن، ﺑ ــﺮاي ﻧﺨﺴ ــﺘﻴﻦ ﺑ ــﺎر ﺑﻬﻴﻨ ــﻪ 
در  T875sHي ﻫـﺎي رده  ي اﻟﻜﺘﺮﻓﻮرز دو ﺑﻌﺪي ﺳﻠﻮل اﻟﮕﻮي ﻧﻤﺎﻳﻪ
  دﺳ ــﺘﻮر ﻛ ــﺎر ﻗ ــﺮار ﮔﺮﻓ ــﺖ. ﺑ ــﻪ اﻳ ــﻦ ﻣﻨﻈ ــﻮر، آن ﭼﻨ ــﺎن ﻛ ــﻪ در 
  ﻫـﺎي ﭘﻴﺸـﻴﻦ ﺑـﻪ ﺗﻔﺼـﻴﻞ ﺷـﺮح داده ﺷـﺪ، ﺗـﺄﺛﻴﺮ ﺳـﻪ روش  ﺑﺨﺶ
  ﻫ ــﺎي ﻏﻴ ــﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨ ــﻲ ﻣ ــﻮرد ﺑﺮرﺳ ــﻲ ﻣﺮﺳ ــﻮم ﺣ ــﺬف آﻟ ــﻮدﮔﻲ 
  ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ. 
   
  
http://jims.mui.ac.ir  
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 ﻞﻜﺷ1لژ ﺮﻳوﺎﺼﺗ . مﻮﺌﺗوﺮﭘ زا يﺪﻌﺑ ود يﺎﻫ لﻮﻠﺳ  يﺎﻫHs578T ،
شور ﺎﺑ هﺪﺷ ﺺﻴﻠﺨﺗ بﻮﺳر ﻒﻠﺘﺨﻣ يﺎﻫ  زا هدﺎﻔﺘﺳا ﺎﺑ ﻪﻛ يﺮﻴﮔ ﺮﺘﻣﻮﺘﻴﺴﻧاد
GS-800 مﺮﻧ و  راﺰﻓاQuantity one هﺪﺷ ﺬﺧا  (ﭗﭼ ﺖﻤﺳ ﻞﻨﭘ) ﺪﻧا و
نآ ﺰﻴﻟﺎﻧآ زا هدﺎﻔﺘﺳا ﺎﺑ ﺎﻫ مﺮﻧ راﺰﻓا ImageMaster 2D platinum   
ﻞﻜﺷ .(ﺖﺳار ﺖﻤﺳ ﻞﻨﭘ) ﻪﻳﺎﻤﻧ ﺐﻴﺗﺮﺗ ﻪﺑ ﺎﻫ شور زا ﻞﺻﺎﺣ يﺎﻫ  يﺎﻫ
بﻮﺳر نﻮﺘﺳا (ب ،نﻮﺘﺳا (ﻒﻟا يﺮﻴﮔ-  (ج و لﻮﻧﺎﺘﻣTCA-  ﻪﺑ ار نﻮﺘﺳا
ﻲﻣ ﺶﻳﺎﻤﻧ .ﺪﻧراﺬﮔ  
  
ﻪــ ﺘﻓﺎﻳ  مﻮــ ﺌﺗوﺮﭘ ﺺﻴــ ﻠﺨﺗ ﻪــ ﻛ ﺪــ ﻧداد نﺎــ ﺸﻧ ﺎــ ﻫHs578T  ﺎــ ﺑ  
TCA- ﻲﮔﺪﻴﺸﻛ فﺬﺣ ،مﺎﺗ مﻮﺌﺗوﺮﭘ ﻲﺑﺎﻳزﺎﺑ ناﺰﻴﻣ ﺮﻈﻧ زا نﻮﺘﺳا  يﺎـﻫ
 و يدﻮﻤﻋ ﻪـﻳﺎﻤﻧ رد هﺪﻫﺎـﺸﻣ ﻞـﺑﺎﻗ ﻲﻨﻴﺌﺗوﺮﭘ طﺎﻘﻧ داﺪﻌﺗ و ﻲﻘﻓا ود ي
شور ﺮﻳﺎﺳ زا ،يﺪﻌﺑ .ﺖﺳا ﺮﺗﺪﻣآرﺎﻛ ﺎﻫ  
 ،شور ﻦـﻳا طﺎـﻘﻧ و مﺎـ ﺗ ﻦﻴﺌﺗوﺮـ ﭘ ﻲﺑﺎـ ﻳزﺎﺑ ناﺰـ ﻴﻣ ﻦﻳﺮﺘـﺸﻴﺑ
ﻪﻳﺎﻤﻧ ﻲﻨﻴﺌﺗوﺮﭘ  ﻲـﻨﻴﺌﺗوﺮﭘ طﺎـﻘﻧ ﺐـﻠﻏا ﺎـﻣا ،دراد ﺰﻴﻧ ار يﺪﻌﺑ ود ي
 ﻲﻳﺎﺟ ﺎﺗ ﺪﻨﺘﺴﻫ ﻲﻨﻴﻳﺎﭘ رﺎﻴﺴﺑ ﺖﻈﻠﻏ ياراد ﻬﺟﻮـﺗ ﻞـﺑﺎﻗ داﺪﻌﺗ ﻪﻛ ﻲ
نآ زا هدﺎﻔﺘﺳا ﺎﺑ ﺎﻬﻨﺗ ،ﺎﻫ مﺮﻧ ي  ﻲﻳﺎـﺳﺎﻨﺷ ﻞـﺑﺎﻗ ﺮﻳﻮـﺼﺗ ﺰﻴﻟﺎـﻧآ راﺰـﻓا
ﻲﻣ ﻲﻣ ،ور ﻦﻳا زا .ﺪﻨﺷﺎﺑ ﻪﺴﻳﺎﻘﻣ ﻚﻴﻣﻮﺌﺗوﺮﭘ رد ﻪﻛ دﺮﻛ نﺎﻴﺑ ناﻮﺗ  يا
 شورTCA -  ؛ﺖـﺳا ﺪﻣآرﺎﻛ رﺎﻴﺴﺑ نﻮﺘﺳا شور رد ﻪـﻛ ﻲﻟﺎـﺣ رد
نﻮﺘﺳا - ﻦﻴﺌﺗوﺮﭘ داﺪﻌﺗ ﻪﭼ ﺮﮔا ،لﻮﻧﺎﺘﻣ  ﺮﺘـﺸﻴﺑ ﺎـﻣا ،ﺖـﺳا ﺮـﺘﻤﻛ ﺎﻫ
 ﻲـﻣ يﻮﻗ طﺎﻘﻧ ﻨـﺷﺎﺑ ،ﻦﻳاﺮﺑﺎـﻨﺑ .ﺪـﻧرادرﻮﺧﺮﺑ ﻲﻳﻻﺎـﺑ ﺖـﻈﻠﻏ زا و ﺪ
 نآ رد ﻪـﻛ ﺪـﺷﺎﺑ مﻮـﺌﺗوﺮﭘ ﻲﻜﻳژﻮﻟوﺮﺳ ﺰﻴﻟﺎﻧآ مﺎﺠﻧا ،فﺪﻫ ﻪﭽﻧﺎﻨﭼ
نﻮﺘـﺳا شور زا هدﺎﻔﺘـﺳا ،دراد ﺖـﻴﻤﻫا ﻲـﻨﻴﺌﺗوﺮﭘ طﺎـﻘﻧ ﺖـﻈﻠﻏ - 
ﻲﻣ دﺎﻬﻨﺸﻴﭘ لﻮﻧﺎﺘﻣ ددﺮﮔ.  
  
ﻲﻧادرﺪﻗ و ﺮﻜﺸﺗ  
 ﺖـﻧوﺎﻌﻣ رد هﺪـﺷ ﺖـﺒﺛ ﻲﺗﺎـﻘﻴﻘﺤﺗ حﺮـﻃ ﻚـﻳ زا ﻲﺸﺨﺑ ،ﻪﻌﻟﺎﻄﻣ ﻦﻳا
 تﺎﻘﻴﻘﺤﺗ ﻲـﺘﺒﺛ ﺪﻛ ﺎﺑ ناﺮﻳا ﻲﻜﺷﺰﭘ مﻮﻠﻋ هﺎﮕﺸﻧاد26849-31-05-94 
ﻲﻣ ﻲﻣ ﻲﻧادرﺪﻗ مﺮﺘﺤﻣ ﺖﻧوﺎﻌﻣ نآ زا ،ﻪﻠﻴﺳو ﻦﻳﺪﺑ .ﺪﺷﺎﺑ ددﺮﮔ. 
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Improving Proteome Coverage for Hs578T Breast Cancer Cell-Line due to 
Efficient Interfering Removal 
 
Hamidreza Abbasi1, Neda Saraygord-Afshari2, Neda Mohammadi1,  
Mohammad Morad Farajollahi3, Reza Falak4 
 
Abstract 
Background: In spite of the wide use, low proteome coverage and fuzzy patterns are the most important 
deterrents for the clinical applications of gel-based proteomic studies. So herein, we tried to increase the 2-
dimentional proteome coverage of Hs578T breast cancer cells via investigating the efficacy of the three common 
techniques, usually used for interfering removal.  
Methods: Hs578T cells were incubated in a lysis solution to obtain raw cell extracts. Cellular soups of each 
extraction were then pooled, homogenized, and aliquoted to be further treated by three different protein-specific 
purification methods including acetone, acetone-methanol, and trichloroacetic acid (TCA)-acetone, each in 
triplicates. All the purified protein pellets were then dissolved in a standard rehydration buffer solution, loaded 
into the 17-cm immobilized pH gradient (IPG) strips, and separated according to their isoelectric points. Proteins 
were then separated once more according to their molecular weights in an O'Farrell separation system. Finally, by 
the visualization of the protein spots on the 2-dimentional profiles, quality and quantity of these 2-dimentional 
proteome patterns were then analyzed using the ImageMaster software. 
Findings: The obtained proteome recovery yields and total protein counts for acetone, acetone-methanol, and 
trichloroacetic acid-acetone methods were 0.100 ± 0.001, 0.070 ± 0.002, and 0.120 ± 0.005 ng/cell, and 1299 ± 9, 
1698 ± 14 and 1973 ± 17, respectively. The results represent data obtained from three independent experiments. 
Conclusion: Trichloroacetic acid-acetone purification not only represented the highest recovery yield, suitable 
for expensive assays, but also showed the most suitable proteome coverage. So, the method is recommended for 
the comparative proteomic studies. However, the acetone-methanol procedure is more recommended for 
serological proteome analysis (SERPA); since it represents stronger protein spots which are more fitted to the 
immunoblotting procedure. 
Keywords: Proteome, Purification, Two-dimensional gel electrophoresis, Cell line, Brest cancer 
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